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© Polysaccharides sulfates, agent anticoagulant et agei 
^ fucanes d'algues brunes et leur procede d'obtention. 



co 

CO© La presente invention est r lative a des polysaccharides sulfates obtenus a partir de fucanes extraits de 

S^'rpoSmoleculaire de ces polysaccharides est supSrieur a 5 et infcrieur a 40 Kda : leur teneur en soufre 
Oest superieure a celle du fucane d'origine et ils contienn nt moins de 0,15 % de protein s contaminates. 
" Application en tant qu'agents anticoagulants et anticomplementaires. 
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POLYSACCHARIDES SULFATES, AGENT ANTICOAGULANT ET AGENT ANTICOMPLEMENTAIRE OBTENUS 
A PARTIR DE FUCANES D'ALGUES BRUNES ET LEUR PROCEDE D'OBTENTION. 

La presente invention est relative a de nouveaux polysaccharides sulfates, obtenus par lyse menagee 
des fucanes extraits des Pheophycees (algues brunes), a leur procede d'obtention. ainsi qu'& un nouvel 
agent anticoagulant et antithrombotique et un nouvel agent anticomplementaire. 

L'effet anticoagulant est defini comme Pinhibition de la formation de thrombine active dans le plasma, 
5 alors que l'effet antithrombotique est defini comme Pinhibition de la formation du thrombus et/ou de sa 
croissance. 

Le medicament anticoagulant le plus utilise actuellement est Pheparine, qui est un polysaccharide 
sulfate constitu§ d'unrtes glucosamine et acide glucuronique liees en 1-4, dans lesquelles les groupes 
sulfate sont presents sur la fonction amine de la glucosamine, et/ou sur des fonctions alcool de la 
70 glucosamine et de Pacide uronique. L'h^parine agit sur la coagulation en potentialisant Taction anticoagulan- 
te de deux Inhiblteurs plasmatiques. Le premier qui est Pantithrombine HI (AT III) agit a la fois sur la 
thrombine (egalement connue sous le nom de facteur Ha) et sur le facteur X activ£ (ou facteur Xa) ; le 
second, appele deuxieme cofacteur de Pheparine (HC II), agit sur le facteur lla, et non sur le facteur Xa. 
En outre, en ce qui concerne la prevention des thromboses, on utilise de plus en plus des h§parines de 
is bas poids moleculaire, obtenues par depolyrnerisation ; leur action sur la coagulation globale est faible ; 
elles n'ont par exemple aucun effet, in vitro, sur le temps de cephaline kaolin (TCK), qui explore de fagon 
globale la coagulation ptasmatique par la voie endogene, c'est-^-dire P ensemble des facteurs plasmatiques 
a Pexception du facteur VII et des facteurs plaquettaires ; en revanche, elles permettent, in vivo, la 
prevention des thromboses experimentales. II a ete montre qu'elles potentialisaient Pactivite inhibitrice d 
20 PAT 111 vis-&-vis du facteur Xa, et qu'elles etaient faiblement actives vis-a-vis du facteur lla. Toutefois,- il 
semble de plus en plus probable qu'elles exercent essentiellement leur action dans la prevention des 
thromboses, par leur faible activite anti-lla risiduelle. 

L'heparine est egalement connue pour ses proprietes anticomplementaires. Le systeme du complement 
est un ensemble de proteines plasmatiques ou membranaires qui jouent un role cssentiel dans les 
25 mecanismes de defense immunitaire. II intervient dans la defense de Porganisme (destruction des agents 
infectieux, elimination des complexes immuns) et dans des processus pathologiques de type inflammatoire. 
Dans le sang il est en outre responsable de Phemolyse ou lyse des globules rouges. 

Les prolines du complement se trouvent sous forme inactivee dans le serum. Leur activation se fait 
selon un ordre determine selon deux sequences, la voie alterne et la voie classique. L'activation de la voie 
30 alterne repose sur un mecanisme non specifique de reconnaissance de la surface cible (bactSrie, virus, 
parasite, cellule tumorale). L'activation de la voie classique repose sur la reconnaissance specifique de la 
cible par un anticorps. Dans la voie alterne. la phase initiaJe est amorc§e par la fixation d'un produit de 
clivage du C3, le C3b, et la liberation du C3a. anaphylatoxine responsable de reactions inflammatoires. Le 
C3b se fixe ainsi par liaison covalente avec des groupements hydroxyles et amines de la surface. Une fois 
35 lie. il peut fixer le facteur B et aprds activation de ce dernier par le facteur D, il forme la C3 convertase 
alterne. Dans la voie classique, la phase initiale est amorcee par Pactivation du C1 qui s'effectue 
principalement au niveau d'un complexe antigfene-anticorps. Aprfes activation du C1, les composants C4 et 
C2 sont k leur tour actives et vont former sur la surface un complexe enzymatique. la C3 conver tase 
classique. L'activation du C4 est analogue k celle du C3 avec liberation du C4b et C4a. Le C4b se fixe de 
40 maniere covalente avec le meme type de groupements chimiques que le C3b. 

L'heparine agit comme Inhibiteur de Pactivation du complement par son interaction avec les C3 
convertase. II a et£ montr4 que cette activity anticomplementaire de Pheparine est totalement independante 
de son activite antithrombique et qu'elle est liee a la presence sur la fonction amine d'un groupe sulfate ou 
acetyle, contrairement k Pactivite anticoagulante qui n*est pas observee si le substituant de la fonction 
45 amine n'est pas un groupe sulfate. II apparalt Egalement que la presence d'un groupe sulfate sur une des 
fonctions alcool de Pacide uronique joue un role important dans Pactivite anticomplementaire. 
[KAZATCHINE et aL ; J. Clin. Invest. ; 67, (1981)]. 

D'autres polysaccharides sont Egalement connus pour leurs propri§t6s anticoagulantes et/ou antithrom- 
botiques ; il s'agit, par exemple. des dermatanes sulfates, dont Pactivite anticoagulante, comparee a celle 
so de I'h^parin , est faible, mais dont Pactivite anti-thrombotique est equivalente. lis agissent en inhibant ta 
thrombine. par la potentlalisation de Peffet inhibiteur du cofacteur HC II ; en revanche ils n'agissent pas par 
l'interm€diaire du cofacteur AT III, et sont sans effet sur le facteur Xa. 

Le pentosane polysulfat , largement utilise dans la prevention des thromboses, agit Egalement en 
catalysant Pinhibition de la thrombine par PHC II. 

2 ' 
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En revanche ces polysaccharides ne presentent pas d'activite anticomplementaire comparable a celle 
de I'heoarine • KAZATCHINE et al. ont montre. dans la publication citee plus haul, que le dermatane sulfate, 
dans lequel la fonction amine de la galactosamine est acetylee mais dont les fonctions alcool de I'acide uro 
nique ne sont pas sulfatees. est. sur ce plan, quatorze fois moins actif que I'hepanne 
s Les fucanes sont des polysaccharides sulfates, de poids moleculaire moyen eleve (100 a 800 KDa). 
extraits des thalles d'algues brunes. Ce sont des polymeres d'«-1 ,2-L-fucose-4-sulfate pouvant contour 
egalement du D-xylose. du D-galactose et des acides uroniques. Les acides uroniques des fucanes ne son 
pas sulfates, contrairement a ceux de fheparine. En outre, les fucanes different a la fo.s de I hepanne et du 
dermatane sulfate, en ce qu'ils ne contiennent pas d'amino-sucres. 
,o Des travaux realises sur les fucanes bruts. ont permis de separer. a part.r d un m§me extrait brut, 
diverses sous-populations de fucanes. different les unes des autres par teur poids moleculaire moyen. 

d'une part, et par leurs proprietes physico-chimiques d'autre part 

En fait ces travaux. utilisant des precedes non agressifs de fract.onnement (precipitation fractionnee 
filtration sur gel. etc..) qui ne degradent pas le squelette polysaccharidique des molecules de fucanes ont 
75 mis en evidence I'existence de sous-populations naturelles de fucanes 

Les proprietes anticoagulantes des fucanes bruts ont ete demontrees des 1957 par SPRINGER et al. e 
confirmees depuis lors par de nombreux auteurs [BERNARD! et SPRINGER The Journal of Biological 
Chemistry 237.1. (1962) ; MORI et ali. Marine Algae in Pharmaceutical Science. 2. 1982]. 

UnTeiude realises par les inventeurs. sur le mecanisme de faction du fucane brut sur la coagulation, a 
2 „ montre que le fucane brut allonge le temps de cephaline kaolin (TCK) . et surtout le temps * *™» n » 
(TT) (qui explore la transformation du fibrinogene en caillot de fibrine sous Influence de la thrombme. 
oerniere phase de la coagulation). Cette etude montre egalement que le fucane brut agrt quas.-*xclus.ve- 
meTsuMa thrombine (facteur Ha . et ce principalement en potentiaBsant I'effet de I'inhibiteur HCW a merne 
concentration que fheparine). et celui de fantithrombine III (a des concentrates 30 fo,s supeneures a 
2S celles de fheparine). En revanche, le fucane n'a, contrairement a fheparine, aucune actrnte anti-Xa^ 

Des observations simi.aires ont ete faites par d'autres auteurs [CHURCH et a. The Journal of Biological 
Chemistry ; 264.6 (1989)] qui ont egalement etudie les proprietes du fucane brut. Ces auteurs ont monte 
queTe fucane brut catalyse fakement Inhibition de la thrombine par I'AT HI, et fortement r.nh,b.t.on de la 

30 ^TeT^irpourraient done constituer une nouveile categorie de medicaments anticoagulants origi- 
naux. de par leur mecanisme d'action qui differs de celui des anticoagulants connus . Er ' 
potentialisent factivite inhibitrice de I'HC U. et egalement ceiie de 'AT HI ^"^K^ne 
contrairement au dermatane sulfate qui potentiar.se exclusivement factivrte inhibitrice de IHC II En 
revanche, les fucanes. comme le dermatane sulfate et contrairement k I'^panne. n ont ^cun effet su 
f inhibition du facteur Xa ; .Is sont des inhibiteurs exclusifs de .a thrombme Les ^^ k < 7^H 
constate que. de facon surprenante. les fucanes. bien qu'ils ne contiennent (contrairemen a Iheparlne) n. 
amino-sucres. ni acides uroniques O-sulfates, ont la propriete d'inhiber • .'activation du complement 

Les inhib teurs de .'activation du complement peuvent jouer un role dans la prevention des phenome- 
nes d 'SfSTgSL ; .eur utilisation aSgalement ete suggeree dans le traitement des dialyses rfnaux 
Tdes convalescents d'infarctus du myocarde. L'activtte anticomplementaire peut egalement etre m.se a 
profit pour inhiber .'activation du complement dans les dispositifs de circulation e^ 0 ^' 6 . nas 

Bien que leurs proprietes anticoagulantes soient connues depuis de longues annees. les fucanes bruts 
n'ontVete utiHses'en therapeutique. d'une part a cause de leur teneur en proteines requeues 
relativement e.evee. qui risque de provoquer des phenomenes immunogenes et «* *SSb2 
45 leur masse moleculaire e.evee qui a pour consequence une mauva.se so.ub.lite, ce qui limite considerable 

ment teur utilisation h do fortes concentrations. ... . 

Or. les etudes nSalisees jusqu'a present sur .'action anticoagulante des fucanes. en P^uher ceHes qu 
concernaient factivite anticoagu.ante des diverses sous-populations de fucane obtsnues ' 
du fucane brut, suggeraient que factivite anticoagulante etait precsement liee a la grande ta.lle des 
50 molecutes de fucane 9 Certaines equipes sont parvenues a .a conclusion que f active ant.coagu.ante eta.t en 

relation avec un poids moleculaire eleve. [USUI et al. Agr.. Biol. Chem 44-8 (IWOH. 

D'autres travaux s'accordent a mettre en evidence .'existence d'une Hmite " te ™"> ^M ™* ~ 
dessous de laquelle aucune activite anticoagulante significative n'a ete observes L Breve i Angla.s 89 0 1 20 7 
decrit par xempte I'obtention de 7 fractions differentes. dont les poids mo.ecula.res s echelonnent. enfre 5 
ss t 50 000. par precipitation fractionnee a I'ethanol du fucan brut. S Ion c Br vet parm. ces fractions 
seules ceiles dont le poids moleculaire est superieur a 20 000 presentent une activrte anticoagulante 

^SnO et al. [Carbohydrate Research. 186 (1989). 119-129] ont etudie les proprietes anticoagulantes 
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des fractions obtenues a partir de fucanes non degrades et ont egalement mis en evidence cette Hmite de 
20 kDa ; en outre, les fractions purifiees decrites dans leur publication ont un mecanisme d'action different 
de celui decrit pour des fucanes bruts, car, bien que comme ces derniers, elles semblent etre plus actives 
sur la thrombine que sur le facteur Xa, leur action se manifeste essentiellement au niveau du mecanisme 

s global de la coagulation, ce qui se traduit par un allongement du temps de cephaline kaolin (TCK) ; en 
revanche, elles n'ont que peu d'efret sur le temps de thrombine, et paraissent done moins actives au niveau 
de la derniere phase de la coagulation. 

II apparaft done que les sous-populations polysaccharidiques obtenues jusqu'alors par fractionnement 
non-d6gradatif du fucane brut ont une action sur la coagulation variable d'une sous-population a une autre, 

10 et pouvant etre, semble-Hl, differente de celle observee dans le cas du fucane brut ; d'autre part, il ressort 
des travaux realises jusqu'a present que les fractions de masse moleculaire inferieuro a 20 KDa, qui 
seraient particulierement avantageuses pour leur solubilite, sont quasiment inactives sur la coagulation. 

Les Inventeurs ont 3mis I'hypothese qu'en fragmentant les longues chaTnes polysaccharidiques du 
fucane brut, il serait possible d'obtenir des fractions de faible poids moleculaire ; toutefois, la coupure du 

15 squelette saccharidique des molecules de fucane necessite la mise en oeuvre de procedes de lyse qu'il est 
necessaire de pouvoir contra ler pour ne pas aboutir a une degradation trop poussee du fucane, entraTnant 
la perte de ses proprietes. 

Les essais deja effectu^s en ce sens n'avaient pas permis de mettre au point un procede de 
degradation des fucanes donnant des fractions de poids moleculaire intermediate ; en effet, les precedes 

20 utilises aboutissaient soit a une degradation insuffisante, donnant des fractions de poids moleculaire 
superieur a 40 kDa, soit a une degradation quasi-totale. donnant des fragments depourvus d'activite 
anticoagulante. [V.COLUEC et aL, IVemes Journees d'hemostase et de thrombose, Paris, Mars 1988], 
[FISCHER et aL, International Congress on thrombosis (Athens). Mai 1988], [COLLIEC et aL. Polymers in 
Medicine, Varsovie, Octobre 1988]. 

25 La presente invention a en consequence, pour but de pourvoir a des fractions polysaccharidiques de 
poids moleculaire relativement faible obtenues par lyse menagee a partir des fucanes d'algues brunes ; elle 
a egalement pour but de pourvoir a des agents anticoagulants et antithrombotiques particulierement 
interessants en ce que leur activite s'exerce par inhibition du facteur Ha et en ce qu'iis ne possedent pas 
d'activite anti-Xa, et qu'iis ne presentent pas les effets secondaires dus au poids moleculaire eleve et a la 

30 haute teneur en proteines residuelles des fucanes bruts, et qui sont en outre obtenus a partir des algues 
brunes qui sont des matieres premieres disponibles ais£ment en grande quantity. Elle a egalement pour but 
de pourvoir a un nouvel agent anticomplementaire obtenu a partir des fucanes d'algues brunes. 

La presente invention a pour objet des polysaccharides sulfates obtenus a partir des fucanes de 
Ph^ophycees, caracterises en ce que leur poids moleculaire, determine par filtration sur gel par rapport a 

35 un 6taIon polysaccharidique, est superieur a 5 et interieur a 40 kDa. en ce que leur teneur en soufre est 
superieure a celle du fucane d'origine, en ce qu'iis contiennent moins de 0,15% de proteines contaminan- 
tes et en ce qu'iis sont plus solubles que les fucanes d'origine. et en ce qu'iis possSdent des proprietes 
anticoagulantes et antithrombotiques. 

Des polysaccharides sulfates conformes a Tinvention sont susceptibles d f §tre obtenus par lyse 

40 m4nag6e d'un fucane brut extrait de Pheophyc§es. 

Selon un mode de realisation prefere des polysaccharides sulfates conformes a Tinvention, leur poids 
moleculaire moyen est infSrieur ou 6gal a 20 kDa. 

Selon un autre mode de realisation pr£fgr£ des polysaccharides sulfates conformes a 1'invention, leur 
poids moleculaire moyen est compris entre 20 et 35 kDa. 

45 Selon un mode de realisation egalement pretere des polysaccharides sulfates conformes a I'invention, 
leur teneur en soufre est superieure de 2% a 20% a celle des fucanes d'origine. 

Selon une disposition particulierement avantageuse de ce mode de realisation, les polysaccharides 
sulfates sont obtenus par hydrolyse acide m6nagee a partir des fucanes extraits de Fucus vesiculosus, 
leur teneur en soufre est superieure d'environ 15% a 20% a celle des fucanes d'origine et leur teneur en 

so proteines est Inferieure a 0,05%. 

Selon une autre disposition particulierement avantageuse de ce mode de realisation, les polysacchari- 
des sulfates sont obtenus par hydrolyse acide menagee a partir des fucanes extraits d'Ascophyiium 
nodosum, leur teneur en soufre est superieure d'environ 2% a 5% a celle des fucanes d'origine t leur 
teneur en proteines est inferieur a 0,05%. 

55 . Selon une autre disposition particulierement avantageuse de ce mode de realisation. I s polysacchar? 1 -" 
des sulfates sont obtenus par hydrolyse acide menagee a partir des fucanes xtraits de Pelvetia 
canaiiculata, leur teneur en soufre est superieure d'environ 15% a 20% a celle des fucanes d'origine et 
leur t neur n proteines est inferieure a 0,05%. 

4 



EP 0 403 377 A1 



Selon encore une autre disposition particulierement avantageuse de c mode de realisation les 
polysaccharides sulfates sont obtenus par hydrolyse acide menagee a partir des fucanes extrarts de 
Undaria pinnatifida. leur teneur en soufre est superieure d'environ 10% a 15% a celle des fucanes 
d'origine et leur teneur en proteines est inferieure a 0.05%. 

Les Inventeurs ont demontre, in vitro et in vivo, que les polysaccharides sulfates conformes a I invention 
possedaient a la fois des proprietes anticoagulantes et antithrombiques. Contrairement aux sous-populations 
polysaccharidiques de faible poids moleculaire decrites par NISHINO et al.. les polysacchandes conformes 
a Invention agissent essentiellement au niveau de la derniere phase de la coagulation. 

La presente invention a egalement pour objet un agent anticoagulant et antithrombotique actrf aussi 
bien in vitro qu'in vivo, activateur des co-facteurs HCII et AT III. caracterise en ce qu'.l comprend au moms 
un polysaccharide sulfate tel que defini plus haut. 

La presente invention a en outre pour objet un procede d'obtention des polysacchandes sulfates tels 
que definis plus haut. caracterise en ce que I'on procede a une lyse menagee d'un fucane brut ,ssu de 
Pheophycees. en ce que I'on fractionne le lysat pbtenu par filtration sur gel. et en ce que Ion recueille des 
fractions de poids moleculaire superieur a 5 et inferieur a 40 kDa. m<Sna „ lSe Hll 

Selon unmode de mise en oeuvre prefere du procede selon la presente invent.cn. la lyse menagee du 
fucane est realisee par hydrolyse acide. 

Selon une disposition particulierement avantageuse de ce mode de ^^Z^To^lntfl 
est effective par faction de H 2 SO* 0.5 a 1N. a une temperature compnse entre 40 et 50 C. pendant 1 a 

4 ^sSn un autre mode de mise en oeuvre prefere du procede selon la presente J"^™^}*** 
menagee du fucane est realisee par radiolyse. en soumettant le fucane a une .rrad.at.on. notamment par 

ray0 Se.o 9 n encore un autre mode de mise en oeuvre prefere du procede selon la presente inventionja lyse 
menagee du fucane est realisee par hydrolyse enzymatique. Ce mode f ™ VLT^™f rS 
.'utilisation d'au moins une enzyme capable de fragmenter le squelette hydrocarbone d . fucane . par 
exemple une enzyme du type «-1 -2-fucosidase ; des melanges d'enzymes. qu, sont par ^c«Hm 
par des sues digestifs de mollusques marins ou obtenus a partir de ceux-a. ou encore par des enzymes 
contenues dans des bacteries qui degradent les algues. peuvent egalement etre utilises. 

1^ enTore un autre moJe de mise en oeuvre prefere du procede selon la presente invention, la lyse 
menagee du fucane est realisee par des proeedes physiques, notamment par son'cation. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du procede conforme a Invention, on recue.lle les 
fractions dont le poids moleculaire est inferieur ou egal a 20 kDa. 

Le poids moleculaire des polysaccharides sulfates conformes a la presente .nvention autonse leur 
solubifisation. m§me k concentration elevee. dans le plasma et dans les solutions .njectables. En outre ^s 
conftennent par rapport aux fucanes bruts un faible pourcentage de proteines contam.nantes. II est done 
SSe d^"er c^Produrts chez I'homme comma medicaments. ^^Bg ^^g^ S 
dans certaines annlications des proprietes antf-thro m hntinues des polysacchandes sulfates^c ^gffligs^ 

impossible avec les fucanes non fractionnes ; ilest egalement envsageable d'uftliser les polysacchandes 
sulf ates conformes a I'inventlon par voie orale et transdermlque . ,.„..„„_ 
-"Te^acZ; d'un poids moleculaire compris entre 5 el 100 kDa obtenues a partir des fucanes. 
possldent en outre une activite anticomplementaire egale ou superieure a celle des fucanes non fraction- 

" 6S La presente invention a done egalement pour objet un agent inhibiteur de I'activation du complement, 
caracterise en ce qu'il comprend des fucanes extraits de Pheophycees etfou leurs fractions. 

Selon un mode de realisation prefere de I'agent inhibiteur de .'activation du comp^ment conforme a la 
presente invention, i. comprend une fraction de poids moleculaire superieur a 50 kDa, obtenue a partir d un 

,uca s:rr zzfssz* ***** de w de du — ^ 

presente inv ntion. il comprend une fraction de poids moleculaire moyen compns entre 5 et 50 kDa. 
obtenue a partir d'un fucane extrait de Pheophycees. ^ mn iA ma nt 

Selon encore un mode de realisation prefere de regent inhibiteur d I'activation ^ complement 
conforme a la present invention, i. comprend d s polysaccharides sulfates tels que definis plus haut 

La presente invention sera mieux comprise a .'aide du complement de desenption qu, v su.vre et qui 
se refere a des exemples d'obtention de polysaccharides sulfates conformes a la presence mention S 
partir de fucanes extraits de different.es algues brunes. et a »a demonstration des actives de ces 
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polysaccharides. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes uniquement a titre d*i (lustration de 
Pobjet de ^invention, dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 

5 

I - OBTENTION DE FRACTIONS POLYSACCHARIDIQUES SULFATEES CONFORMES A L' INVENTION 



Exemple 1 : Fractionnement des fucanes et purification des fractions obtenues 
io — 

A) Extraction de fucanes d'algues brunes. 

Les fucanes sont extraits a partir du materiel parietal des thalles d'algues brunes. par une procedure 
is classique d'extraction organique. Cette procedure est derivee de la procedure de BLACK et aL. [J. Sci. 
Food Agric. (1952)]. 

Le protocole d'extraction peut §tre schematise comme suit : les thalles sont broyes dans Tethanol 
absolu contenant 5% en poids de formol. Le broyat obtenu est soumis a une premiere extraction, par 
rethanol a 95 % contenant 5% en poids de formol. puis a une deuxieme extraction par un melange 
20 acetone/toluene 2/1 (V/V). Apres sechage a Petuve, le materiel obtenu est soumis a une ou plusieurs 
extractions acides par HCI 0,01 M contenant 2% en poids de CaCb. 

Aprfcs neutralisation par la soude, I'extrait acide est traite au chlorure de N-cetylpyridinium qui forme un 
complexe avec les fucanes les plus sulfates, et permet done d'enrichir la preparation en ces demiers. Le 
precipite obtenu est ensuite redissous dans une solution de CaCb3M f puis lyophilise. 

25 

B) Fractionnement des fucanes extraits. 



30 1ere etape : degradation de I'extrait brut 



a) par hydrolyse acide 

35 Uextrait acide est dissous a 10 mg/ml dans une solution d'hbSO* 1N et la temperature fixee a 45* C. 
La degradation suivie par viscosimetrie, (viscosimetre de type Ubbelohde de diametre de capillaire 
d'ecoulement de 0 f 5 mm) est arretee par ajout de soude (NaOH M) avant I'hydrolyse totale du fucane. Au 
cours de la degradation, la viscosite specifique rediiite fa specie) est calculee toutes les 30 minutes. La 
solution d'extrait acide de grade est concentre, ultrafiltree en utilisant une membrane ayant un seuil de 

40 coupure de 1000 daltons et enftn lyophilisee. 



b) par radiolyse 

45 L'hydrolyse radiochimique est realisee sous irradiation a partir d*une source de cobalt 60 de 60.000 Ci. 
Les fucanes bruts sont irradies a temperature ambiante pendant 92 heures avec un debit de dose de 2081 
rads/minute soit une dose d'irradiation de 1 1 ,5 Mrads pour tous les echantillons. 



60 c) Degradation enzymatique 

La degradation enzymatique de I'extrait brut de Pelvetia canaliculata par des extraits bruts de sue 
digestif d'haliotide (Hafiotis tuberculata) et d'aplysie (Aplysia califomica) st realisee comme suit : le 
fucane brut st dissous a une cone ntration de 10 mg/mL dans du tampon citrate phosphate ; pH S^add^ 
55 cfoique = CcHsO/ a 0.1 M et disodium hydrogenophosphate = Na 2 HP0 4 , 2H 2 0 a 0,2 M). La solution de 
fucane est chauffee a 37* C et 200 ul d'extrait digestif sont ajoutes toutes les heures, pour assurer une 
concentration constant d' nzyme active. La degradation st suivie par viscosimetrie. la viscosite specifique 
reduite, faspVC est calcuiee lors des differents pavements. La reaction est arretee par addition d'une 
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solution de carbonate disodique (Na 2 C0 3 )0,2 M. 



10 



15 



2eme etape : fractionnement preparatif de I'extrait brut degrade 



a) a I'echelle du laboratoire 



500 mg de tyophilisat repris dans 5 ml de NaCI 0.2 M sont deposes sur une oolonne (hauteur 35 a 45 
cm x 4.8 cm) de gel de fractionnement. (SEPHACRYL S-200 ou S-300). Le debit hnea.re est de 3 33 
cmyheure. Une doub.e detection est rea.isee a ia sortie de .a colonne a .'aide d'un refractometre d.ffer nt.e. 
et d'un detecteur UV a 280 nm. La colonne a ete calibres a I'aide d'etalons polysacchand,ques Les 
signaux sont enregistres sur un enregistreur double voie. Apres etude des chromatogrammes. les drfferen- 
tes fractions obtenues k la sortie de la colonne (5 ml) sont reunies en 3 ou 4 fractions. Cheque fracbon est 
concentres, ultrafiltree sur une membrane ayant un seuil de coupure de 10 000 daltons pour la orem.ere 
fraction, et une membrane de seuil de coupure de 1 000 daltons pour les autres fractions, et lyophilisee. 



20 



25 



30 



35 



b) a Techelle semi-pilote 

30 g de lyophilisat repris dans 125 ml de NaCI 02 M sont deposes sur une colonne de SEPHACRYL S- 
200 (hauteur 60 cm x diametre 11.3 cm), le debit lineaire est de 15 cm/heure Une double ^detection est 
realisee a la sortie de la colonne. a I'aide d'un refractometre differentiel et d'un detecteur UV a 280 nm Les 
signaux sont enregistres sur un enregistreur doub.e voie. Apres etude des ^ r ^^^ e ^^ t 
tes fractions obtenues a la sortie de la colonne (30 ml) sont reunies en 3 ou 4 fractions. Chaque fraction est 
incentree. ultrafiltree sur une membrane ayant un seuil de coupure de 10 000 daltons pour la prem,ere 
fraction et une membrane de seuil de coupure de 1000 daltons pour les autres fractions, et lyophil.see. 

U figure 1 represente le fractionnement preparatif sur gel SEPHACRYL S-200 (domame de fractionne- 
ment 250 x 103 k 5 x 103 daltons) de Cextrait acide de fucane degrade par H 2 SO» 1 N a 45 C : - 1 ere 
fraction (PM>20kDa) ; A3 = 2eme fraction (20 kDa>PM>10kDa) ; A, = 3eme fracfon (PWK10 kDa Vm - 
voSne mort et Vt - volume total. La courbe en pointil.es (-) represente la quantrte d e mi** eluS 
mesuree par refractometrie differentiae. La courbe en trait plain ( ) represente la quantrte de 

proteines mesuree par absorption UV a 280 nm. 

Exemple 2 : Caracterisation physico-chimique des fractions obtenues 



Spectre infra-rouge : 



40 



La figure 2 represente les spectres infra-rouge du fucane brut (2a) extrait des parois de Fucm 
vestulTus %t d'une fraction A 2 (2b) de poids moleculaire moyen 13 x 103 obtenue par hydrolyse ac.de 
mSgee de cet extrait acide. Le pic a 1240 cm- est caracteristique des groupes sulfcryl* U p.c a 850 
cm- montre que la majorite des groupes sulfate est en C* sur le L-Fucose ; une parte de ces groupes 
4S sulfate ^ pendant en C s comme le montre ,'epau.ement a 820 cm- U majeure parte d^ fonctions 
carboxyliques sont sous forme non dissociee comme le montre le pic a 1720 cm \ compare au fa,ble 
epaulement a 1420 cm- qui represente les fonctions carboxyliques sous forme d.ssociee. 

50 Determination du polds moleculaire : 

La determination du poids moleculaire en g/mole des fractions de fucane est realisee en chromatogra. 
phie^quSeTaute perforTanc analytique (HPLC) sur une colonne Si-D*. 500 (o^malne 
5000 a 10< daltons) par injection de 50 ul de polysacchandes etelons Pullulane . des s 
S5 POLYMER LABORATORIES LTD.) ou de la fraction de fucane etudiee. a 2 mg/*. d^s du *J f 
debit etant de 1 ml/mn et la detection realise par ^"*>™^^ 

analyses grace a un micro-ordinateur possedant un programme GPC (chromatograph. d exclus.on stenque 
sur gel permeable), les resultats sont enregistres sur une impnmante. 
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Teneur en S et N : 

La teneur en S et N des fractions de fucane est donnee en % (en poids de produit pur) par analyse 
eiementaire. 

5 

Teneur en proteines : 

La teneur en proteines est estimee en % (en poids de produit pur), par le test colorimetrique du 
w Bradford (test "Bio-Rad") en prenant comme reference I'albumine bovine. 

Le tableau I permet d'etablir une comparaison entre ies proprietes physico-chimiques du fucane brut, 
c'est-a-dire de I'extrait acide (EA) non fractionne, et des polysaccharides sulfates conformes a la presente 
invention, represented par la fraction A 2 obtenue par hydrolyse acide a partir des fucanes bruts extraits de 
4 algues brunes : (Ascophyilum nodosum (An). Fucus vesiculosus (Fv), Peivetia canaliculata (Pc), 
75 Undaria pinnatifida (Up). 

Tableau I 



25 



Poids moleculaire 


S 


proline 


rendement 


moyen 


% 


% 


% 


EA(An) 


7x 10 s 


8.9 


0.36 




A2(An) 


18 x 10 3 


9,1 


<0,01 


57 


EA(Fv) 


8x 10 s 


7,8 


0,85 




A2(Fv) 


13 x 10 3 


9,2 


<0,01 


57 


EA(Pc) 


75 x 10 4 


9,4 


0,19 




A2(Pc) 


18 x 10 3 


11 


<0,01 


40 


EA(Up) 


48 x 10 4 


7,2 


0,26 




A2(Up) 


23 x 10 3 


. 8,0 


<0.01 


36 



Le tableau II permet d'etablir une comparaison entre Ies proprietes physico-chimiques de I'extrait acide 
(EA) non fractionne, et des polysaccharides sulfates conformes a la presente invention, representes par la 
35 fraction A 2 obtenue par radiolyse a partir des fucanes de 3 algues brunes : (Ascophyllum nodosum (An), 
Fucus vesiculosus (Fv), Peivetia canaliculata (Pc). 

Tableau II 



so 



Poids moleculaire 


S 


proteine 


rendement 


Moyen 


% 


% 


% 


EA(An) 


7x 10 s 


8.9 


0,36 




A2(An) 


17 x 10 3 


7.8 


0,11 


46 


EA(Fv) 


8x 10 s 


7.8 


0,85 




A2(Fv) 


17 x 10 3 


8,6 


<0,01 


56 


EA(Pc) 


75 x 10 4 


9,4 


0.19 




A2(Pc) 


15X10 3 


9.7 


0,10 


58 


EA(Up) 


48x10 4 


7.2 


0,26 




A2(Up) 


13 x 10* 


8.0 


0,11 


36 
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II - COMPARAISON DE L'ACTIVITE BIOLOGIQUE DES FUCANES BRUTS ET DES FRACTIONS OBTE- 
NUES PAR LYSE MEN AG EE DE CEUX-CI 
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Exemple 3 : Activite anticoagulants in vitro : 

L'activite anticoagulante du fucane non degrade et de fractions de fucane degrade de poids moleculaire 
oompris enfre 10 et 20 kDa est eva.uee par un temps de cepha.ine-kao.in (TCK). L'act.v.te est donnee en 
STntemJionaies par mg de produit <U./mg). par la re.ation suivante : (pente de la dro.te re.at.ve de la 
fraction £ fucane/pente de la droite relative de .'heparine etalon) x activite en Ui/mg de I'hepanne eta.on 
fHeoarine H108 des Laboratoires CHOAY). 

U pente est ca.cu.ee a partir de .a droite obtenue en reportant .e .ogarithme du temps de coagulation 
en secondes. en fonction de la concentration en anticoagulant (concentration d'hepanne 0.5 a 1 ug/ml de 

P ^'lZlT^Zi%Z^\ue comparison entre les activites anticoaguiantes de 

(EA). (ou fucane brut) et de la fraction A 2 (obtenue par hydrolyse ac.de) des algues brunes : Ascophyllum 

nodosum (An). Fucus vesiculosa* (Fv). Pelvetia canaliculate (Pc) et Undana p.nnatifida (Up). 

Tableau III 



20 



25 



30 





Activity 
anticoagulante* 
(Ul/mg) 


EA(An) 


4.5 


A2(An) 


6,6 


EA(Fv) 


5,0 


A2(Fv) 


5,8 


EA(Pc) 


4,0 


A2(Pc) 


2,0 


EA(Up) 




A2(Up) 


I 1.3 



35 



40 



une Sparine etalon H108 a 173 Ul/mg. 



Le tableau IV perme d'analyser plus precisement Taction anticoagulante des # P^«^Jf 
confomes k Invention en permettent la comparison entre . les ^ J ^IS^™ 

(TO), le temps de cephaline kaolin (TCK). le temps de thrombme (TT), et le temps de reptilase (TR), de la 
fraction A 2 (Pc), et de sparine. 



45 
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Tableau IV 



5 



10 



20 





Temps de coagulation 






(secondes 




F2 (PC) 


TO 


TCK 


TT 


TR 


(ug/ml) 










0 


13 


56 


25 


22 


10 


14 


70 


40 


22 


25 


15 


100 


130 


22 


30 


15 


120 


>180 


21 


50 


15 


155 


>180 


22 


100 


18 


220 


>180 


22 


Heparine 


TQ 


TCK 


TT 


TR 


(ug/ml) 










0,25 


14 


85 


90 


22 


0,5 


14 


120 


>120 


22 


0.75 


14 


150 


>120 


22 


1 


14 


>200 


>120 


22 


5 


17 


>200 


>120 


22 


10 


23 


>200 


>120 


22 



25 

Ceci montre que les polysaccharides sulfates conformes a Plnvention sont essentiellement actifs sur le 
temps de thrombine. 

30 Exemple 4 : Activite anticoagulants in vivo ; influence des polysaccharides sulfates conformes a rinvention 
sur les paramfetres de la coagulation * — — 

L'activrt4 anticoagulante des fractions polysaccharidiques conformes a la pr§sente invention est evaluee 
sur le lapin. Une fraction de poids moleculaire moyen de 15 000 Da preparee selon le procede d*hydrolyse 
35 acide decrit dans Pexemple 1 est injectee a des lapins de 3 kg. Les iapins sont saign£s a intervalles 
reguliers et les parametres de la coagulation sont evalues sur le sang pr6lev6, par ia mesure du temps de 
thrombine (TT) et ceile du temps de cephaline kaolin (TCK). 

Le tableau V montre revolution des paramfetres de la coagulation en fonction du temps, apres injection 
de 0,5 ml cfune solution de polysaccharides sulfates conformes a la presente invention (fraction A2 
40 d'Ascophyltum nodosum, obtenue par hydrolyse acide), a 100 mg/ml, 40 mg/ml, 30 mg/ml, et a titre de 
comparaison apres injection d T heparine a 2 mg/ml. 
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Tableau V 





Tpmn<; rip 


TT (sec.) 


TCK 




prel6V6ment 




(sec.) 


A 2 (An) 


0 


oo 




1 nn 


10mn 


>240 


115 


mg/ml 


30mn 




88.4 


**nou 


31 


32.4 


A /A r*k\ 


n 

\j 


48 


30 


40 


10mn 


>240 


73,4 


mg/ml 


30mn I 


>240 


58,8 


4h30 


23,4 


25 


A 2 (An) 


0 


33 


25 


30 


10mn 


>300 


592 


mg/ml 


30mn 


123,6 


47 


4h30 


20,3 


24 


Heparine 


0 


28,4 


23 




10mn 


>240 


52 




30mn 


>240 


60 




4h30 
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30 
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Exemple 5 : Activite anti-thrombotique in vivo ; thrombose experimentale 
1/ Mode operatoire 

Le modele de thrombose experimentale utilise est celui de WESSLER et HAUPTMANN [STANFORD 
WESSLER. STANLEY M. REIMER and M IN DEL C. SHEPS - J. Appl. Physiol (1959) 14 p 943-946] chez le 
lapin. qui utilise le facteur Xa J. HAUPTMANN, B. KAISER. F. MARKWARDT and Q. NOUAK -Thromb. 
Haemostaris Stuttg. 43 (1980) P. 1 18-123. comme agent declenchant de la thrombose. 

Les essals sont effectues avec une fraction polysaccharidique. de po.ds moleculaire moyen 20000 
S2000 obtenue par hydrolyse acide du fucane brut, comme decrit dans I'exemple 1. Le Pattest mjecte 
par voie intraveineuse aux doses de 0.150 ; 0.625 ; 1.25 ; 2.5 et 5 mg/kg. 10 min avant I Induction de la 
Thrombose. Chaque dose est testee sur 5 lapins. Une determination de la DE50 (Dose Efflcace 50 
correspondant a la dose qui diminue de 50% le poids du thrombus forme) antithrombotique a *e forte par 
regression logarithmique. et fait apparaltre une valeur moyenne de 0.40 mg/kg (comprise entre 0,23 et 0.66 

mgfl S prelevement de sang est effectue 10 minutes apres nnjection par voie intraveineuse juste apres la 
creation du sac veineux. Les resultats moyens obtenus pour chaque dose sont resumes dans le tableau VI. 



so 
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Tableau VI 



Dose injectee 


TCK a 


TT b 


TQ C 


(mg/kg) 


(sec) 


(sec) 


(sec) 


0 


30.6 


20.4 


8,5 


0,150 


31.8 


22.2 


8,5 


0.625 


35 


24,9 


8.7 


1,25 


40,2 


38.5 


8,6 


2.5 


50.9 


45.2 


8,5 


5 


67.6 


71,2 


8.4 


Temoins 


28.8 


21.4 


8,3 



a) Temps de cephaline kaolin 
75 b) Temps de Thrombine 

c) Temps de Quick 



Ces resultats confirment ceux observes in vitro et reported a Pexemple 3 et dans le tableau IV 
Les resultats observes sur des lapins temoins soumis au protocole de thrombose experimental ( mats 
n'ayant regu que le solvant de la fraction A2, sont egalement indiques dans ce tableau. Les poids moyens 
des thrombi humides prgleves dans la veine contrelaterale, pour des doses de 0.15 ; 0,625 ; 1,25 et 5 
mg/kg sont indiques dans le tableau VII. 

Tableau VII 



Dose (mg/kg) 


5 


1.25 


0.625 


0,15 


Temoins 


Poids du Thrombus (mg) 


0.0 


0,0 


23,5 


40 


76.9 



35 Exemple 6 : Determination de I'activite anticompiementaire globale des fucanes et de leurs fractions. 

L'activite anticompiementaire est dgtermine*e par dosage du CH50 (complement hemolytique 50), en 
presence ou en I'absence de fucanes. Le dosage du CH50 permet d'appnScier I'activite fonctionnelle 
globale de la voie classique du systeme du complement du serum humaln. Ce test consiste a determiner la 

40 plus petite quantite de serum humain fratchement recueilli capable d'entraTner la lyse de 50 % d'un nombre 
donn§ de globules rouges de mouton sensibilises de fagon optimale par des anticorps de lapin antiglobules 
rouges de mouton (Es = Erythrocytes sensibilises). 

Les proteines de la voie classique du systeme du complement reconnaissent ces globules rouges 
comme un element etranger et s'actrvent par clivages successifs pour reagir sur ces globules rouges, ce 

45 qui entratne la lyse de ceux-ci. II est possible de determiner les proprietes d'inhibition d'un polymere tel 
que Theparine ou le fucane en dosant le CH50 en presence du polymere. La capacite d'inhibition est 
donnee par la concentration en mg de polymere par ml de s£rum humain dilue au 1/4 capable d'inhiber 
50% de la lyse des cellules, en etabtissant une courbe dose/reponse de la lyse des cellules en fonction de 
la concentration en polymere. Plus celie-ci est faible, plus I'activite anticompiementaire du polymere est 

so importante. Pour mesurer I'activite anticompiementaire des fucanes, I'extrait acide (fucane brut) ainsi que 
des fractions de differents poids moieculaires obtenues par hydrolyse acide dudit fucane brut ont ete 
utilises. Les conditions experimentales sont les suivantes : 

50 ill de SHN (serum humain normal) pur sont melanges avec 50 ul de fucane a differentes 
concentrations (0,2 a 0,5 mg/ml) ; apres une incubation de 30 minutes a 37* C, 4900 ul de tampon 

55 VBS+ + sont ajoutes. On obtient la solution A. 

D'autre part, 0,3 a 0.8 ml de tampon VBS+ + sont melanges a 0 a 0,5 ml de la solution A, pour obtenir 
un volume total de 0.8 ml ; 0.2 ml d'erythrocytes sensibilises sont ajoutes au melange ; apres une 
incubation de 45 minutes a 37 "C, le melange est centrifuge pendant 10 min a 1300 g et a 4*C, et Ton 
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procede a ia lecture de la DO a 414 nm. 



Composition du tampon VBS" : 


Naci 


42.5 g 


Veronal (diethyl-barbital de sodium) 


1 ,875 g 


Acide diethyl-barbiturique 


2,85 g 


H 2 0 distillee qsp 


1000 ml 



70 

Le pH est ajuste a 7.4 ; 20 ml de cette solution sont melanges a 80 ml d'eau distillSe : on ajoute 0,5 ml 
de CaCI 2 0,03 M et 0,5 ml de MgCI 2 0.10 M. 

Les resultats obtenus sont reportes dans le tableau VIII (2e colonne). Les fractions de fucanes sont 3 a 
100 fois plus actives que I'heparine H108 analysee dans les memes conditions. Cette activite est 
indSpendante de I'activite" anticoagulante. 



75 



Tableau VIII 



Fractions 


DI50 (CH50) 


Dlso C3a 


Dlso C4a 




(mg/ml) 


(mg/ml) 


(mg/ml) 


EA An 


0,035-0,16 


nd 


0,14 


At An 


0,26 


0,070 


nd 


A 2 An 


1 - 1 ,37 


0,10 


0,11 


A3 An 


0,20 


0,175 


0.024 


A, Pc 


0,036 


nd 


nd 


A 2 Pc 


0,60 


nd 


nd 


A 2 Fv 


1,95 


nd 


nd 


A 2 Up 


1,26 


nd 


nd 


He pari ne 


4 


0.15 


0.05 
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II est ainsi montre que le fucane brut ainsi que des fractions de poids moleculaire moyen compns entre 
5 et 100 kDa. inhibent totalement Pactivation du complement et possedent une activity ant.complementa.re 
superieure a celle de I'heparine. En effet. alors qu'il faut dans le cas de I'heparine. 4 mg/ml de po lymere 
pour inWber 50 % de la lyse des cellules, il ne faut que 0,035 a 1.95 mg/ml (suivant le po.ds molSculatre) 
de fucanes bruts ou fractionnes. pour obtenir le meme effet II a ete ainsi observe que des fracjons de 
poids moleculaire moyen 18 000 kDa. preparees comme decrit a I'exemple 1. inh.bent 50% de la lyse des 
cellules a une concentration de 1.3 mg/ml et que des fractions de poids moleculaire moyen compns entre 5 
et 10 kDa inhibent 50% de la lyse des cellules a une concentration de 0,20 mg/ml. 

Exemple7 : Mesure du C3a et du C4a par radloimmunoessai 

La concentration des proteines C3a et C4a liberees en phase fluide au cours de I'activation est mesure 
dans le surnageant par dosage radioimmunoessai. 

L'essai s'effectue de la fagon suivante a I'aide du kit de rad.o.mmunoessai C3a-desarg 1251 
(commercialism par Amersham) . , 

50 ul de SHN pur active par le Sephadex, sont melanges avec 50 ul de tampon VBS + + et 100 ul de 
fucane a des cone ntrations variables (0,1 a 5 mg/ml) ; le melange est incube 30 minutes a 37 C pu.s 
centrifuge pendant 5 mn a 1700g. On preleve 160 ul de surnageant auxquels on ajoute 10 ul d EDTA 
(8 66.10^2 M), ( qui btoque I'activation du complement), puis 170 ul d'agent prec.p.tant (foum. avec le krt de 
dosage) ; apres une incubation de 5 minutes a temperature ambiante. le melang est c ntnfuge pendant 2 
minutes a 10 000 g. et le surnageant est dilue (1/4 a 1/512). avant de pr ceder au dosage RIA 

L'activite de I'ichantillon (D150) est xprime comme la quantite de fucane necessa.re pour ,nh*er 50^ 
de la quantite de C3a normalement genera dans 1 ml de SHN dilue au 1/4. cette dos .nh.b.mce »ert 
xprimee en mg de fucane/ml de SHN dilue au 1/4. Les resultats sont reportes dans le tableau VIII (cotonne 
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3). 

Une solution de 0,21 mg/ml de A 2 (An) dans du SHN dilue au 1/4 permet de diminuer Pactivation du C3 
en dessous de I'activation spontanee de SHN. 

En outre, 0,5 mg de la mem. fraction suffisent a inhiber totalement Tactivation du C3 contenu dans 1 
s ml de SHN dilue au 1/4 et soumis a un activateur (Sephadex, qui entrathe, a la concentration de 15 mg/ml 
une activation totale du complement) mis en quantite superieure a celle necessaire a une activite totale du 
complement. 

Les resultats relatifs au C4a sont egalement reportes dans le tableau VIII (colonne 4). 
Ainsi que cela ressort de ce qui precede, I'invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
10 mise en oeuvre. de realisation et d'application qui viennent d'etre d£crits de fagon plus explicite ; elle en 
em brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir a I'esprit du technicien en la matiere, sans 
s*ecarter du cadre, ni de la portee. de la pnfsente invention. 



75 Revendfcations 

1°) Polysaccharides sulfates, obtenus a partir de fucanes extraits de Pheophycees, caracterises en ce 
que leur poids moleculaire. determine par filtration sur gel par rapport a un etalon polysaccharidique, est 
supgrieur h 5 et inferieur a 40 kDa, en ce que leur teneur en soufre est superieure a celle du fucane 
20 d'origine, en ce qu'ils contiennent moins de 0,15% de proteines contaminantes et en ce qu'ils sont plus 
solubles que les fucanes d'origine, et en ce qu'ils possedent des proprtetes anticoagulantes et antithrombo- 
tiques. 

2°) Polysaccharides sulfates selon la Revendication 1 . caracteris^e en ce qu'ils sont susceptibles d'etre 
obtenus par lyse menagee d'un fucane brut extrait de Pheophycees. 
25 3°) Polysaccharides sulfates selon I'une quelconque des Revendications 1 ou 2, caracterises k ce que 
leur poids moleculaire moyen est inferieur ou egal a 20 kDa. 

4°) Polysaccharides sulfates selon Tune quelconque des Revendications 1 ou 2, caracterises en ce que 
leur poids moleculaire moyen est compris entre 20 et 35 kDa. 

5°) Polysaccharides sulfates selon Tune quelconque des Revendications 1 a 4, caracterises en ce que 
30 leur teneur en soufre est superieure de 2% a 20% & celle des fucanes d'origine. 

6°) Polysaccharides sulfates selon la Revendication 5, caracterises en ce qu'il sont obtenus par 
hydrolyse acide menagee a partir des fucanes extraits de Fucus vesiculosus, en ce que leur teneur en 
soufre est superieure d'environ 15% a 20% a celle des fucanes d'origine et en ce leur teneur en proteines 
est inferieure & 0.05%. . 

as 7°) Polysaccharides sulfates selon la Revendication 5. caracterises en ce qu'ils sont obtenus par 
hydrolyse acide menagee a partir des fucanes extraits de Ascophyitum nodosum, en ce que leur teneur en 
soufre est superieure d'environ 2% a 5% k celle des fucanes d'origine et en ce leur teneur en proteines est 
inferieure a 0,05%. 

8°) Polysaccharides sulfates selon la Revendication 5. caracterises en ce qu'ils sont obtenus par 
40 hydrolyse acide menagee a partir des fucanes extraits de Pelvetia canaliculata, en ce que leur teneur en 

soufre est superieure d'environ 15% a 20% a celle des fucanes d'origine et en ce que leur teneur en 

proteines est inferieure h 0,05% 

9°) Polysaccharides sulfates selon la Revendication 5, caracterises en ce qu'il sont obtenus par 

hydrolyse acide menagee a partir des fucanes extraits de Undada pinnatifida, en ce que leur teneur en 
45 soufre est superieure d'environ 10% ^ 15% a celle des fucanes d'origine et en ce que leur teneur en 

proteines est Inferieure h 0,05% 

10°) Agent anticoagulant et antithrombotique, actrf aussi bien in vitro qu'in vivo, activateur des co- 

facteurs HCII et AT 111, selon I'une quelconque des Revendications 1 a 9, caracterise en ce qu'il comprend 

au moins un polysaccharide sulfate, 
so 11°) Precede d'obterrtion des polysaccharides sulfates selon la Revendication 2, caracterise en ce que 

Ton procede a une lyse menagee d'un fucane brut issu de Pheophycees, en ce que I'on fractionne le lysat 

obtenu par filtration sur gel, et en ce que Ton recueille des fractions de poids moleculaire superieur a 5 et 

inferieur a 40 kDa. 

12°) Procede selon la R vendication 11. caracterise en ce que la lyse menagee du fucane est realisee .« , 
55 par hydrolyse acide. 

13°) Procede selon la R v ndication 12. caracterise en ce que I'hydrolyse acide est effectuee par 
Taction de H2SO4 0.5 h 1N. h une temperature comprise entre 40* et 50 # C, pendant 1 & 4 h ur s. 

14°) Precede selon la Revendication 11, caracterise n ce que la lyse menagee du fucane st realise 
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par radiolyse. en soumettant le fucane a une irradiation, notamment par rayons gamma. 

15°) Precede selon la Revendication 11. caracterise en ce que la lyse menagee du fucane est real.see 

oar hydrolyse enzymatique. s .... 

16°) Precede selon la Revendication 11. caracterise en que la lyse menagSe du fucane est reahsee par 

5 des precedes physiques, notamment par sonication. 

17°) Precede selon Tune quelconque des Revendications 11 a 16, caractens<§ en ce quon recue.lle les 
fractions dont le poids moleculaire est inferieur ou elgal a 20 kDa. ftiMriae 
18°) Agent inhibiteur de I'activation du complement, caractense en ce qu'ii comprend des fucanes 
extraits de Pheophycees et/ou leurs fractions. ^ a 

io 19°) Agent inhibiteur de I'activation du complement, selon la Revendicat«on 18 caractSnsS en quil 
comprend une fraction de poids moleculaire superieur a 50 kDa, obtenue a partir d'un fucane extra* de 

Ph6 2S?rg7nt inhibiteur de I'activation du complement selon la Revendication 18, caracterise en ce qu'il 
comprend une fraction de poids moleculaire moyen compris entre 5 et 50 kDa, obtenue a part* d un fucane 

75 ^^AgenS d e I'activation du complement selon Tune quelconque des Revendications 1 a 9, 
caracterise en qu'ii comprend des polysaccharides sulfates. 
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